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A doença da urina do xarope do bordo (DXB) constitui em um distúrbio 
de herança autossômica recessiva, causada pela deficiência na atividade 
do complexo α-cetoácido desidrogenase de cadeia ramificada, 
resultando no acúmulo dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR) 
leucina, isoleucina e valina e de seus respectivos α-cetoácidos de cadeia 
ramificada e hidroxiácidos correspondentes. Estudos demonstram um 
grau variável de retardo mental e outros sintomas neurológicos estando 
relacionados com alterações no estado redox, sugerindo dessa forma, 
que os danos estejam associados ao estresse oxidativo. Em vista que o 
Danio rerio, conhecido como peixe-zebra, vem sendo amplamente 
utilizado como modelo experimental em diversas áreas do conhecimento 
por apresentar características favoráveis que complementam os modelos 
experimentais existentes, esse projeto teve como objetivo geral 
desenvolver um modelo, quimicamente induzido, da Doença da Urina 
do Xarope do Bordo (DXB) em peixes-zebra, avaliando as 
concentrações de aminoácidos de cadeia ramificada e possíveis 
alterações no estresse oxidativo em tecido cerebral. Para isso, utilizou-se 
peixe-zebra jovens, expostos às concentrações de 1,58 µL/g, 15,80 µL/g 
e 158,0µL/g, além do grupo controle, por períodos de 1 hora e 24 horas. 
Ao fim da indução, os animais passaram por um protocolo de eutanásia 
com tricaína dissolvida em água, tendo seu conteúdo cerebral dissecado 
e armazenado adequadamente para as análises. Posteriormente, 
determinaram-se as concentrações de aminoácidos de cadeia ramificada 
por cromatografia líquida de alta eficiência, e avaliaram-se os 
parâmetros de estresse oxidativo: dosagem de sulfidrila, medida de 
oxidação de 2’,7’-diclorofluoresceína, medida de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico, atividades de superóxido dismutase e catalase. 
Identificaram-se acúmulos significativos de aminoácidos de cadeira 
ramificada, na exposição de 24 horas, na dose 158,0µL/g, em tecido 
cerebral de peixe-zebra. Ademais, observou-se que a mesma dose, no 
mesmo período, foi capaz de ocasionar aumento de espécies reativas e 
dano lípidico. Assim, sugere-se que o modelo animal para a Doença da 
Urina do Xarope do Bordo, utilizando peixe-zebra, auxilie na melhor 
compreensão do perfil de toxicidade da exposição a aminoácidos de 
cadeia ramificada, além de contribuir para um melhor entendimento da 
utilização do mesmo em futuras investigações e estratégias relacionadas 
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Maple syrup urine disease (MSUD) constitutes an autosomal recessive 
inheritance disorder, caused by deficiency in branched-chain α-ketoacid 
dehydrogenase complex activity, resulting in the accumulation of 
branched-chain amino acids (BCAAs) leucine, isoleucine and valine and 
their corresponding branched-chain α-keto acids and corresponding 
hydroxy acids. Studies demonstrate a variable degree of mental 
retardation and other neurological symptoms being related to changes in 
the redox state, thus suggesting that the damage is associated with 
oxidative stress. In view of the fact that Danio rerio, known as zebrafish, 
has been widely used as an experimental model in several areas of 
knowledge because it presents favorable characteristics that complement 
the existing experimental models, this project had the general objective 
to develop a chemically induced model of the maple syrup urine disease 
(MSUD) in zebrafish, evaluating branched-chain amino acid 
concentrations and possible changes in oxidative stress in brain tissue. 
For this, young zebrafish, exposed to concentrations of 1.58 μL/g, 15.80 
μL/g and 158.0 μL/g were used, in addition to the control group, for 
periods of 1 hour and 24 hours. At the end of the induction, the animals 
underwent a euthanasia protocol with tricaine dissolved in water, their 
brain content dissected and stored appropriately for the analyzes. 
Subsequently, the concentrations of branched-chain amino acids were 
determined by high performance liquid chromatography, and the 
parameters of oxidative stress were evaluated: sulfhydryl dosage, 
oxidation measurement of 2 ', 7'-dichlorofluorescein, measure of 
reactive substances thiobarbituric acid, superoxide dismutase and 
catalase activities. Significant accumulations of branched-chain amino 
acids were identified in the 24-hour exposure at 158.0 μL/g in brain 
zebrafish tissue. In addition, it was observed that the same dose, in the 
same period, was able to cause increase of reactive species and lipid 
damage. Thus, it is suggested that the animal model for the maple syrup 
urine disease using zebrafish helps to better understand the toxicity 
profile of branched-chain amino acid exposure, and contributes to a 
better understanding of the use of the even in future investigations and 
strategies related to pathophysiological studies involved in these 
conditions. 
 
Keywords: Maple syrup urine disease; Oxidative stress; Zebrafish; 
Branched Chair Amino Acids; Leucinosis. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO 
 
Archibald Garrod (1908), propôs pela primeira vez o termo Erros 
Inatos do Metabolismo (EIM), diante de estudos realizados em pacientes 
com alcaptonúria, observando que os mesmos excretavam na urina 
grandes quantidades de ácido homogentísico, com uma maior frequência 
da doença em familiares e maior incididência em casos de 
consanguinidade. Assim, propôs um modelo de herança autossômica 
resseciva para doença, obdecendo as Leis de Mendel, relacionando o 
acúmulo do metabólito a uma deficiência catabólica. Com o avanço de 
novos estudos, diversos EIM foram descritos, onde esses afetam 
diferentes rotas do metabolismo humano (Garrod, 1909; Scriver et al., 
2001).  
Os EIM são identificados como defeitos hereditários, em grande 
parte de herança autossômica resseciva, geralmente causados pela 
deficiência na atividade de uma determinada enzima, onde a diminuição 
da atividade enzimática ocasiona um bloqueio parcial ou total da rota 
metabólica em questão, ocassionando o acúmulo do substrato e a falta 
do produto final. Indivíduos afetados pelo EIM possuem sintomatologia 
diversificada devido aos sintomas e gravidade estarem relacionados com 
a rota metabólica afetada, sendo geralmente o sistema nervoso central o 
mais afetado (Scriver et al., 2001; Gotti e Clementi 2004). Quando 
diagnosticados e tratados precocemente, evitam-se graves sequelas que 
podem até mesmo levar o indivíduo ao óbito (Saudubray e Charpentierc, 
2001). 
A classificação dos EIM ocorre de acordo com repercussão 
celular e metabólica, apresentando quatro tipos de distúrbio. Os 
distúrbios de transporte afetam o transporte renal e/ou intestinal de 
moléculas orgânicas ou inorgânicas, sendo em grande parte 
desencadeados por dieta, levando á depleção tecidual e desnutrição. Nos 
distúrbios de armazenamento, degradação e secreção ocorre o acúmulo 
de substratos que são depositados nas células em quantidades anormais, 
levando á alteração da forma e funcionamento. Nos distúrbios de 
síntese, a síntese de moléculas ocorre de forma incompleta ou anormal. 
Já os distúrbios do metabolismo intermediário, há uma deficiência 
enzimática das rotas de metabolização de pequenas moléculas, levando 
ao acúmulo do substrato da enzima deficiente e seus metabólicos e a 
deficiência do produto final da rota, caso esse não seja suprido por outra 
via metabólica (Karam et al.,2001).  
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Essas doenças são consideradas raras, entretanto, quando 
analisados em um todo, afetam 1: 1.000 nascidos vivos (Scriver et al., 
2001), correspondendo a cerca de 10% das doenças genéticas. Já foram 
descritos cerca de 500 distúrbios envolvendo defeitos na síntese, 
transporte, armazenamento e degradação de moléculas no organismo 
(Jimenez-Sanchez et al., 2001). 
O Brasil conta com o Serviço de Informação Sobre Erros Inatos 
do Metabolismo (SIEM) no Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 
Criado em 2001, o serviço é um centro de referência nacional para o 
diagnóstico e tratamento de erros inatos do metabolismo e dos registros 
dos mesmos. Além disso, conta com um serviço telefônico gratuito, que 
presta informações para médicos e profissionais da saúde envolvidos no 
diagnóstico e tratamento de pacientes com suspeita ou diagnóstico 
confirmado de EIM, através de uma equipe multidiscilplinar. O 
tratamento necessário para essas doenças é fornecido sem nenhum custo 
para o paciente, e geralmente é financiado por pesquisas (Herber et 
al.,2015). 
 
1.2 DOENÇA DA URINA DO XAROPE DO BORDO 
 
A Doença da Urina do Xarope do Bordo (DXB) é um erro inato 
de metabolismo originado da deficiência da atividade do complexo α-
cetoácido desidrogenase de cadeia ramificada (CDCCR), a segunda 
enzima no caminho para a degradação dos três aminoácidos de cadeia 
ramificada (AACR) (Chuang e Shih, 2001; Atwal et al.2015). Essa 
deficiência ocorre devido às mutações nas proteínas da subunidade E1α 
ou E1β da enzima E1 ou da proteína da enzima E2 do CDCCR, sendo 
responsáveis pela o desencadeiamento da doença (Sperringer et 
al.,2017).  
Tal alteração no CDCCR é responsável pelo acúmulo tecidual 
dos aminoácidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina, além 
dos seus respectivos α-cetoácidos correspondentes, ácido α-
cetoisocapróico (CIC), α-ceto-β-metilvalérico (CMV) e α- 
cetoisovalérico (CIV), além dos hidroxiácidos correspondentes, ácido α-
hidroxiisocapóico (HIC), ácido α- hidroxiisvalérico (HIV) e ácido 2-
hidroxi 3-metilvalérico (HMV) (Figura 1) (Meister, 1965; Chuang e 
Shih, 2001, Harris et al., 2004; Bouchereau et al.,2017; Sperringer et 
al.,2017). 
Estima-se a incidência mundial da DXB em 1:185.000 nascidos 
vivos, entretanto essa incidência é maior em comunidades Menonitas,  
onde estima-se 1: 200 nascidos vivos, devido a fatores de 
35 
consanguinidade (Chuang e Shih, 2001). No Brasil, considera-se uma 
incidência média de 1: 100.000, nascidos vivos (Herber et al.,2015). 
 
 
Figura 1: Rota metabólica dos aminoácidos de cadeia ramificada. A 
transaminação por isoenzimas de aminotransferase de cadeia ramificada 
e descarboxilação oxidativa por complexo α-cetoácido desidrogenase de 
cadeia ramificada são as etapas iniciais comuns no catabolismo de 
AACR. É possível visualizar o bloqueio do metabolismo que ocorre na 
Doença da Urina do Xarope do Bordo, devido à deficiência do 
complexo α-cetoácido desidrogenase de cadeia ramificada. Fonte: 





Menkes et al. (1954), relataram quatro casos de uma doença 
cerebral degenerativa familiar, tendo início na primeira semana de vida 
e evoluindo para óbito dentro de três meses, sendo caracterizada por 
edema cerebral, convulsões, espasticidade e dificuldade respiratória. 
Observou-se também a características mais marcantes da doença, a urina 
apresentando um odor semelhante ao do xarope do bordo, com um 
cheiro adocicado parecido com açúcar queimado ou caramelo, 
originando assim o nome Doença da Urina do Xarope do Bordo (DXB).  
O odor é atribuído à elevação dos níveis de aminoácidos e α-cetoácidos 
de cadeia ramificada, que são identificados nos fluídos corporais destes 
pacientes, sugerindo na década de 50, um bloqueio metabólico no 
catabolismo destes compostos (Menkes, 1954; Westall et al.,1957; 
Menkes et al., 1959).  
Na década 60, observou-se a deficiência do complexo enzimático, 
responsável pela descarboxilação dos α-cetoácidos de cadeia ramificada, 
como causa bioquímica da doença, por meio de estudos enzimáticos em 
leucócitos e fibroblastos de pacientes afetados (Dancis et al., 1960). Em 
1964, Snyderman et al., sugeriram o primeiro tratamento  para a doença, 
sendo baseado em uma dieta com restrição dos aminoácidos de cadeia 
ramificada. 
 
1.4 METABOLISMO DOS AMINOÁCIDOS DE CADEIA 
RAMIFICADA 
 
Os AACR leucina, isoleucina e valina são nutricionalmente 
essenciais, sendo necessários para a síntese protéica. Também são 
utilizados como fonte de energia alternativa quando consumidos em 
excesso de necessidades anabólicas ou durante catabolismo de proteína 
muscular endógena (Fraziera et al.,2014; Sperringer et al.,2017). As 
enzimas responsáveis pela degradação desses aminoácidos são 
encontradas em diversos tecidos e geralmente requerem o deslocamento 
dos metabólitos para o catabolismo completo (Sperringer et al.,2017).  
A oxidação dos aminoácidos de cadeia ramificada inicia com o 
transporte deles para dentro da célula por meio do sistema de transporte 
L, localizado na membrana plasmática.  As etapas iniciais são comuns 
aos aminoácidos. Primeiramente, ocorre a transaminação reversível nos 
tecidos extra-hepáticos, sendo catalizada pelas isoenzimas de 
aminotranferase de cadeia ramificada, produzindo  α- cetoisocapróico da 
leucina, α-ceto-β-metilvalérico da isoleucina e α-cetoisovalérico da 
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valina.  Posteriormente, os α- cetoácidos são translocados para dentro da 
mitocôndria através de um transportador específico, sofrendo 
descarboxilação oxidativa catalisada pelo complexo multienzimático dos 
α-cetoácidos desidrogenase de cadeia ramificada. Assim, ocorre a 
desidrogenação pela isovaleril-CoA desidrogenase ou pela acil-Coa α- 
metil desidrogenase de cadeia ramificada. A sequência de reações dos 
respectivos acil CoA de cadeia ramificada possuem vias distintas a partir 
desse momento. Sugere-se que o fígado é um local primário de oxidação 
(Chuang e Shih, 2001; Sperringer et al.,2017).  
A leucina é unicamente cetogênica, produzindo acetoacetato e 
acetil CoA, enquanto que a valina é unicamente gluconeogênica, 
produzindo succinil CoA. Quando analisamos a isoleucina, percebe-se 
que a mesma é tanto cetogénica como gluconeogénica, produzindo acetil 
CoA e succinil CoA (Sperringer et al.,2017). Por serem são tanto 
cetogênicos quanto glicogênicos, esses aminoácidos são precursores 
para a síntese de ácidos graxos e do colesterol, servindo também como 
substrato para a produção de energia via succinil-CoA e acetoacetato 
(Chuang e Shih, 2001). 
 
1.5 COMPLEXO DOS Α-CETOÁCIDOS DESIDROGENASE DE 
CADEIA RAMIFICADA 
 
O Complexo dos α-cetoácidos desidrogenase de cadeia 
ramificada (CDCCR) consiste em um complexo com múltiplas cópias 
de três enzimas, localizado na membrana mitocondrial interna das 
células de mamíferos, envolvido na descarboxilação dos AACR. A 
atividade do complexo é controlada através da 
fosforilação/desfosforilação das subunidades E1, por meio de uma 
quinase e uma fosfatase específicas (Chuang e Shih, 2001, Burrage et 
al.,2014; Sperringer et al.,2017). 
A atividade do complexo é responsável por regular o fluxo dos 
AACR usados para a produção de energia, sendo também um passo 
irreversível da via catabólica. O complexo, compreendido como uma 
macromolécula possui três componentes catalíticos: uma α-cetoácido 
descarboxilase de cadeia ramificada heterotetramérica (α2β2) ou E1 (12 
cópias); uma di-hidrolipoil transacilase (24 cópias), ou E2; e uma di-
hidrolipoamida desidrogenase homodimérica, ou E3 (6 cópias) (Reed e 
Hackert, 1990; Sperringer et al.,2017). Os componentes E1 e E2 são 
específicos para complexo dos α-cetoácidos desidrogenase de cadeia 
ramificada, já a proteína E3 é também componente dos complexos α-
cetoglutarato e piruvato desidrogenase (Reed e Hackert, 1990).  
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O componente E1 catalisa uma descarboxilação dos α- cetoácidos 
mediada pela tiamina pirofosfatase (Treacy et al., 1992; Peinemann e 
Danner, 1994; Chuang e Shih, 2001), reduzindo a molécula de lipoil que 
é covalentemente ligada a E2. A molécula do lipoil reduzida e o seu 
domínio são utilizados para transferir o grupo acil do E1 para a CoA, 
aumentando assim a quantidade de acil-CoA. O componente E3, ligado 
fortemente ao FAD, reoxida o resíduo de di-hidrolipoil do E2 tendo o 
NAD+ como último aceptor de életrons (Reed e Hackert, 1990; Chuang 
e Shih, 2001). Esse processo tem como resultado final a produção de 
acil CoA de cadeia ramificada, CO2 e NADH (Danner et al., 1979).    
 
1.6 ASPECTOS GENÉTICOS 
 
O complexo α-cetoácido desidrogenase de cadeia ramificada 
humano é codificado por seis lócus genéticos: E1α, E1β, E2, E3, 
CDCCR quinase e CDCCR fosfatase. Baseando-se na subunidade 
afetada do CDCCR, a Doença da Urina do Xarope do Bordo é 
classificada em quatro grupos moleculares, que demonstram a 
heterogeneidade genética (Chuang e Shih, 2001; Chuang et al., 2008). 
Entre os tipos, cita-se: tipo Iα para as mutações no gene BCKDHA 
(subunidade E1α); tipo Iβ para as mutações encontradas no gene 
BCKDHB (subunidade E1β), tipo II para mutações no gene DBT 
(subunidade E2) e tipo III para mutações no gene DLD (subunidade E3) 
(Fisher et al., 1991; Nellis e Danner, 2001; Quental et al., 2008). Os 
genes que codificam as subunidades catalíticas (E1a, E1β, E2, E3, 
CDCCR quinase e CDCCR fosfatase) foram mapeados para os locus 
cromossómicos: 19q13.1-13.2; 6q14; 1p31; 7q31-32, 16p11.2 e 4q22.1, 
respectivamente (Fraziera et al., 2014). De acordo com a Base de Dados 
de Mutação Genética Humana, relataram-se, até o momento, 259 
mutações causadoras da Doença da Urina do Xarope do Bordo (Imtiaz 
et al.,2017). 
 
1.7 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 
 
As manifestações clínicas dos indivíduos afetados com DXB são 
variadas e dependem da atividade enzimática residual a qual será 
responsável por diferentes fenótipos clínicos. Esses fenótipos clínicos 
são classificados em forma clássica e variantes, podendo essas ser 
intermediária, intermitente, responsiva à tiamina e deficiência de 
lipoamida desidrogenase E3 (Tabela 1). A classificação da doença leva 
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em consideração a idade de início dos sintomas e gravidade da doença 
(Chuang e Shih, 2001; Serra et al., 2010) 
A forma neonatal clássica consiste na mais comum e grave da 
doença, correspondendo a cerca de 80% dos casos de DXB.  Esses 
pacientes apresentam sucção débil, letargia, perda de peso, além do odor 
característico da doença presente na urina ou no cerúmen. Casos não 
tratados podem evoluir para edema cerebral, convulsões, opistótono, 
coma e óbito (Pires, 2001; Chuang et al., 2006). O aumento da 
concentração plasmática de leucina está relacionado diretamente com a 
intensidade do odor na urina, sendo esse mais evidente em episódios de 
descompensaçaão metabólica (Chuang e Shih, 2001).  
O período assintomático da forma clássica varia de um dia a duas 
semanas, dependendo do grau da deficiência CDCCR e da quantidade 
de proteína ingerida. O jejum das primeiras horas de vida, que ocasiona 
o catabolismo endógeno proteíco, pode levar a um aumento nos níveis 
de leucina, podendo esse ser superior a 2.000 µmol/L (Morton et al., 
2002; Serra et al., 2010).  
Os pacientes que apresentam a forma intermediária 
frequentemente são assintomáticos no período neonatal, porém podem 
exibir o odor de xarope do bordo presente no cerúmen, níveis elevados 
dos aminoácidos, distúrbios alimentares e de crescimento, atraso do 
desenvolvimento durante a infância, ou apresentar um quadro de retardo 
mental progressivo e inespecífico, além de apresentar entre 0% a 30% 
de atividade normal do CDCCR (Chuang e Shih, 2001). O diagnóstico 
da forma intermediária ocorre geralmente entre cinco meses e sete anos 
de idade. Vale ressaltar que os afetados são vulneráveis às mesmas 
sequelas agudas ou crônicas dos pacientes com a forma clássica (Strauss 
et al., 2010).  
A forma intermitente da doença possui um diagnóstico e sintomas 
mais tardios, sendo detectados perante a um atraso de desenvolvimento 
neuropsicomotor e/ou crises metabólicas agudas, tendo de 5% a 25% da 
atividade normal do CDCCR.  As descompensações metabólicas 
ocorrem perante a um quadro infeccioso ou devido à sobrecarga protéica 
na dieta (Chuang e Shih, 2001; Wendel e Baulny, 2006). Neste tipo de 
forma, os pacientes frequentemente toleram a ingestão de leucina 
proveniente de uma dieta normal. Os níveis de aminoácidos e ácidos 
orgânicos podem ser normais ou então apresentarem leves elevações, 
embora nos períodos de estresse fisiológico os pacientes apresentem 
características clínicas e bioquímicas da forma clássica (Strauss et al., 
2010).  
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Na forma responsiva à tiamina os pacientes apresentam um 
melhor quadro clínico, uma vez que cerca de 2% á 40% da atividade 
enzimática funciona normalmente. Os afetados não demonstram 
sintomas neonatais, entretanto, na vida adulta, podem ter um curso 
semelhante à forma intermediária. Devido à dificuldade na classificação 
das formas, inicia-se geralmente o tratamento do paciente com tiamina e 
restrição de AACR, não sendo possível afirmar uma melhora do mesmo 
apenas com a tiamina (Chuang et al., 2004).  
Na forma originada pela deficiência da subunidade E3, os 
sintomas podem apresentar-se tanto no período neonatal como de forma 
mais tardia, sendo associados à acidose lática grave (Chuang e Shih, 
2001). Levando em consideração que a subunidade E3 do CDCCR é 
componente dos complexos da piruvato desidrogenase e da 
desidrogenase do α-cetoglutarato, essa forma possui fenótipos clínico e 
bioquímico distintos, sendo caracterizada por elevações plasmáticas de 
lactato, piruvato e alanina (Chuang e Shih, 2001; Strauss et al., 2006). 
 Além da atividade enzimática residual, outros fatores 
influenciam na expressividade da doença, como ingestão de calorias, 
quantidade e qualidade das proteínas ingeridas, frequência e gravidade 
das infecções, estresse fisiológico e fase de crescimento em que está o 
paciente nos quadros de descompensações metabólica.  Vale lembrar 
que pacientes com o mesmo genótipo podem variar na resposta cerebral 
à crise metabólica, onde alguns são mais vulneráveis do que os outros 


















Tabela 1: Classificação dos fenótipos da Doença da Urina do Xarope do 
Bordo levando em consideração as manifestações clínicas e a atividade 
da enzima CACR.  
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A DXB pode ser identificada em um teste de triagem neonatal, 
conhecido como Teste do Pezinho. O teste realizado pelo Sistema Único 
de Saúde (SUS) não completa a DXB, sendo ofertado apenas por 
laboratórios particulares. O teste pode ser realizado em papel filtro por 
cromatografia de aminoácidos, tendo um resultado semi-quantitativo, ou 
por espectometria de massa em Tandem (Tandem MS/MS), com 
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resultado quantitavivo (Souza et al.,2002). Os cetoácidos de cadeia 
ramificada possuem detecção através da análise de ácidos orgânicos na 
urina por cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de massa 
(CG-MS) (Wajner e Vargas, 2002; Chuang et al., 2006).  
O teste diagnóstico, baseado em análises laboratoriais, é 
frequentemente realizado em três situações: paciente com teste de 
triagem positivo para DXB, pacientes com sintomas sugestivos de DXB 
ou pacientes com história familiar positiva para DXB; tendo como 
objetivo detectar concentrações séricas aumentadas dos aminoácidos 
leucina, isoleucina e valina no sangue (Chuang e Shih, 2001; Strauss et 
al.,2006) 
Exames complementares como avaliação da atividade enzimática 
CDCCR em linfócitos, biópsia do fígado, fibroblastos da pele, podem 
ser realizados no diagnóstico da doença. Exames de imagem são usados 
para avaliar o grau de envolvimento neurológico e definição do 




O tratamento para a Doença da Urina do Xarope do Bordo é 
realizado conforme a fase da doença em que o paciente se encontra, 
baseando-se nos valores dos aminoácidos no plasma do paciente 
(Ramon e Jauregui, 2005; Serra et al., 2010), podendo ocorrer de forma 
exógena, através de diálise e hemofiltração, por exemplo, ou por via 
endógena, atarvés de dieta específica (Cardoena et al.,2016). 
Na restrição dietética dos AACR, usada na fase de manutenção, 
os pacientes recebem uma fórmula específica para a doença, consistindo 
em um complemento alimentar isento de AACR, possuindo outros 
aminoácidos, carboidratos, vitaminas, minerais e oligoelementos 
(Ramon e Jauregui, 2005).  Tal restrição é adotada objetivando outros 
aminoácidos a competirem com os AACR pelo transportador de 
aminoácidos neutros no cérebro, acarretando em uma redução do aporte 
de AACR para o cérebro (Strauss et al., 2010).  
A dieta deve ser calculada a partir dos níveis séricos de AACR 
que o paciente apresenta (Valadares et al., 2006), além de se levar em 
conta a necessidade calórica diária.  Com isso, as concentrações 
plasmáticas devem variar para a leucina entre 100-300 µmol/L, 
isoleucina de 200-400 µmol/L e valina 200-400 µmol/L, sendo que 
níveis plasmáticos normais desses aminoácidos, após 2 a 3 horas da 
ingestão de proteínas, são: leucina entre 80-200 µmol/L (1,0-2,6 mg/dl), 
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isoleucina 40-90 µmol/L (0,5-1,2 mg/dl) e valina 200-425 µmol/L (2,3-
5,0 mg/dl) (Wendel e Baulny, 2006).  
No entanto, o excesso de restrição dietética pode ocasionar um 
atraso no crescimento e desenvolvimento, anemia, imunodeficiência, 
desmielinização e lesões de pele (Morton et al., 2002). Ademais, mesmo 
com uma dieta cuidadosamente monitorada, doenças secundárias podem 
levar a crise metabólica e danos neurológicos. Sabe-se ainda, que a 
restrição alimentar dos indivíduos com DXB, podem ocasionar uma 
diminuição da ingestão de antioxidantes, como selênio e L-carnitina, 
contribuindo para o dano oxidativo já descrito na doença (Sitta et al., 
2014). Dessa forma, um tratamento alternativo para a DXB é o 
transplante hepático eletivo (Mazariegos et al.,2012).  
O transplante hepático possibilita ao paciente uma dieta livre 
(Serra et al., 2010), uma vez que levaria a um aumento de cerca de 10% 
do normal do CDCCR sobre o organismo, podendo ser suficiente para 
manter a homeostase dos aminoácidos e aumentar a tolerância do 
paciente na ingestão de proteínas.  Isso ocorre, pois, a enzima tem como 
objetivo a regulamentação, adaptando assim as taxas de oxidação e 
condições fisiológicas, mantendo dessa forma as concentrações de 
AACR no plasma em jejum e doenças infecciosas (Strauss et al., 2006; 
Mazariegos et al.,2012). Infelizmente, a escassez de fígados para 
transplante, riscos cirúrgicos e uso de imunossupressores ao longo da 
vida limitam esta opção de tratamento (Mazariegos et al.,2012). 
Pesquisadores estudam novas terapias para o tratamento de DXB, 
utilizando susbstâncias como a norleucina, antioxidantes, fenilbutirato 
de sódio e L-carnitina. Entretanto, os dados são limitados para indicar 
como essas terapias adjuvantes irão impactar ou alterar as 
recomendações dietéticas. Futuramente, novas diretrizes para o 
tratamento podem ser esperadas a fim de melhorar o prognóstico desses 
pacientes (Fraziera et al., 2014). 
 
1.10 ACHADOS NEUROLÓGICOS E COMPORTAMENTAIS 
 
Mecanismos de neurotoxicidade são respónsaveis por sequelas 
neurológicas observadas em pacientes afetados com DXB. Tais 
mecanismos incluem privação de energia, desregulação osmótica, 
alterações nas concentrações do glutamato, GABA, aspartato e 
aminobutírico no cérebro, redução da absorção de aminoácidos 
essenciais no tecido cerebral, apoptose de células neurais, estresse 
oxidativo, aumento da atividade da acetilcolinesterase no cérebro, 
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alterações dos níveis de neurotrofina e da neurotransmissão excitatória / 
inibitória através do SNC (Walterfang et al.,2013; Scaini et al., 2014).  
Também se percebe, através de estudos, que os altos níveis de 
AACR e seus respectivos α-cetoácidos são responsáveis por alterações 
comportamentais em pacientes acometidos pela DXB. É relatado que as 
deficiências na aprendizagem, memória e comportamento são causadas, 
pelo menos em parte, por alterações na função do sistema colinérgico 
(Scaini et al.,2012). Ademais, pacientes com DXB possuem altos riscos 
de problemas como depressão e ansiedade (Strauss e Morton, 2003; 
Muelly et al.,2013;Walterfang et al., 2013).  
 
1.11 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO 
 
Radicais livres compreendem estruturas químicas que apresentam 
um elétron desemparelhado, tornando-os mais instáveis, reativos e com 
maior capacidade de combinação inespecífica com moléculas 
integrantes da estrutura celular (Halliwell e Gutteridge, 2007). 
O termo espécies reativas de oxigênio (ERO) engloba os radicais 
formados pela redução do oxigênio (superóxido (O2 ●-), hidroxila 
(OH●), como também alguns não radicais derivados do oxigênio, como 
o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlet (1O2), existindo 
ainda espécies reativas de nitrogênio (ERN), representadas 
principalmente pelo óxido nítrico (NO●) e peroxinitrito (ONOO-) 
(Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007). Ressalta-se que as 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, apresentam grande variedade 
de espécies reativas quimicamente distintas com diversas reatividades 
biológicas, podendo ser mensuradas através de técnicas 
quimioluminiscência e fluorescência (Gilbert, 1981; Halliwell e 
Gutteridge, 2007; Winterbourn, 2008; Murphy et al., 2011; 
Kalyanaraman et al.,2012). A 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH), por 
exemplo, é utilizada como medida de espécies reativas de oxigênio em 
meio aquoso (LeBel et al.,1992). 
Vale lembrar, que tantos as ERO, como as ERN, em baixos 
níveis, são necessárias para processos bioquímicos, porém a produção 
excessiva dessas espécies ou a deficiência na remoção, ocasionam um 
estado pró-oxidante, favorecendo o aparecimento de lesões oxidativas 
em macromoléculas e estruturas celulares. Assim, os radicais livres são 
capazes de promover a lipoperoxidação, oxidação de proteínas e 
interação com o DNA e RNA, ocasionando alterações celulares, 
mutações ou distúrbios de transcrição (Halliwell, 1996; Delanty e 
Dichter, 1998; Halliwell e Gutteridge, 2007). 
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 Já os antioxidantes, substâncias endógenas ou exógenas, atuam 
na redução da formação de radicais livres, ou então, promovendo sua 
inativação, evitando dessa forma, danos celulares. Tais substâncias, 
podem ser classificadas como não enzimáticas e enzimáticas (Halliwell 
e Gutteridge, 2007). 
Os compostos não enzimáticos agem sem degradar diretamente o 
radical livre, onde se pode citar, a coenzima Q, ácido úrico, glutationa 
reduzida (GSH), ácido lipoico e bilirrubina. Já antioxidantes 
enzimáticos, atuam na detoxificação celular das espécies reativas de 
oxigênio, onde se pode citar a enzima superóxido dismutase (SOD), 
catalisando a dismutação do radical superóxido a H2O2; a enzima 
catalase (CAT) responsável pela decomposição direta do H2O2 
formando água (H2O) e oxigênio (O2); e a enzima glutationa peroxidase 
(GPx), catalisando a decomposição de peróxidos através da oxidação da 
GSH, formando dessa forma, a glutationa oxidada(GSSG). Do ponto de 
vista fisiológico, a GPx funciona acoplada a enzima glutationa redutase 
(GR), que catalisa a redução da GSSG, usando assim, o NADPH como 
coenzima (Halliwell, 2001; Bonnefoy et al., 2002; Salvador e Henriques 
2004, Halliwell e Gutteridge, 2007, Viña et al., 2013).  
Observa-se em organismos saudáveis um equilíbrio entre a 
produção de espécies reativas e as defesas antioxidantes. Entretanto, 
situações patológicas podem ocasionar perturbações do equilíbrio, por 
meio da diminuição das defesas antioxidantes, ou pelo aumento na 
produção de espécies reativas. Há então, modificações diretas de 
macromoléculas tanto intracelulares, como extracelulares, ou alteração 
do estado redox dessas moléculas, levando dessa forma, ao estresse 
oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Ristow et al,2010; Dai et al., 
2014; Halliwell e Gutteridge, 2015).  
Decorrente do estresse oxidativo, há o favorecimento de 
ocorrência de lesões oxidativas em biomoléculas, como lipídios, DNA e 
proteínas, por meio da lipoperoxidação na membrana celular, oxidação 
de proteínas, lesões ao DNA e RNA, morte celular por apoptose ou 
necrose (Dexter et al., 1989; Halliwell, 2001; Halliwell e Gutteridge, 
2007). 
Apesar de todos os tecidos humanos serem suscetíveis ao dano 
oxidativo, evidências sugerem que o cérebro apresente maior 
sensibilidade aos seus danos. Tal fato se daria devido ao alto consumo 
de oxigênio apresentado por este tecido, grande quantidade de lipídios 
poliinsaturados em suas membranas neuronais, autooxidação de 
neurotransmissores, alto conteúdo de ferro e baixo nível de defesas 
antioxidantes (Halliwell 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007). 
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Dados relatam a atuação do estresse oxidativo em doenças 
degenerativas, incluindo doenças metabólicas, como na Doença da 
Urina do Xarope do Bordo (Colomé et al., 2000; Bridi et al., 2003; 
Fontella et al., 2002; Wajner et al., 2004; Ribas et al., 2010; Mescka et 
al., 2013; Taschetto et al., 2017). 
 
1.12 ESTRESSE OXIDATIVO NA DOENÇA DA URINA DO 
XAROPE DO BORDO 
 
Observam-se em estudos com animais, que tanto os aminoácidos 
de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina) como seus 
respectivos α-cetoácidos, foram capazes de estimular a lipoperoxidação 
em homogeneizado de cérebro de ratos (Fontella et al., 2002; Bridi et 
al., 2003). Principalmente a leucina e o ácido α-cetoisocapróico, 
reduziram a capacidade do cérebro em modular o dano associado ao 
aumento na produção de radicais livres e que a lipoperoxidação 
estimulada pela leucina pode ser atenuada por antioxidantes como 
vitaminas C e E, glutationa reduzida e superóxido dismutase (Bridi et 
al., 2003; Bridi et al., 2005a; Bridi et al., 2005b).  
Evidências sugerem ainda, que a restrição dietética, tratamento 
utilizados por esses pacientes, leve a uma redução nas defesas 
antioxidantes devido à deficiência de nutrientes essenciais, como 
vitaminas e minerais, aterando parâmetros de estresse oxidativo (Artuch 
et al., 2004; Barschak et al., 2006). 
Verificou-se um aumento acentuado das medidas de TBA - RS 
em plasma de pacientes com DXB (Barschak et al., 2006; Barschak et 
al., 2008a; Barschak et al., 2008b; Barschak et al., 2009). Mescka e 
colaboradores (2011) demonstraram que animais submetidos ao modelo 
quimicamente induzido de DXB apresentaram peroxidação lipídica e 
dano a proteína. Observaram também uma diminuição na atividade da 
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) em córtex cerebral de 
ratos. 
Já em 2013, Mescka et al., relatam em seus estudos, um aumento 
significativo de malondialdeído (MDA) em pacientes com DXB, sendo 
esses níveis diminuídos, após a suplementação de L-carnitina. Stadtman 
e Levine (2003), assim como Mescka et al. (2013), demonstram além 
das modificações dos níveis de MDA,  alterações nos níveis de 
carbonila, indicando dano de proteína em pacientes acometidos.  
Em 2016, Mescka et al., demonstram um aumento significativo 
de medidas de TBA - RS, teor de carbonila, níveis de DCF e CAT. Em 
contrapartida, relatam diminuição dos níveis de SOD, GPx, G6PD e 
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GSH. Ademais, Taschetto et al. (2017) observaram que a administração 
de CIC induziu aumento nos níveis de TBA - RS, teor de proteína 
carbonila, alterações na atividade de SOD e diminuição significativa da 
atividade da CAT em tecido cerebral de ratos jovens. 
 
1.13 MODELOS ANIMAIS DA DOENÇA DO XAROPE DO BORDO 
 
1.13.1 Modelos existentes da Doença da Urina do Xarope do Bordo 
 
Modelos animais semelhantes à Doença da Urina do Xarope do 
Bordo já foram descritos na literatura em camundongos, ratos e peixe-
zebra.  Relatou-se um modelo experimental em camundongo com uma 
deficiência enzimática semelhante à DXB humana, com elevações de 
aminoácidos de cadeia ramifica, além de arginina e glicina (Morton et 
al., 2002). Percebe-se ainda, a descrição de um modelo agudo 
quimicamente induzido de DXB em ratos de 10 dias de idade (Morton et 
al., 2002), assim como um modelo com ratos de 10 e 30 dias de idade, 
com elevações dos níveis de leucina, isoleucina e valina (Bridi et 
al.,2006). Já Homanics et al. (2006), descreveram um modelo animal 
com ratos geneticamente modificados, apresentando sintomas 
semelhantes às variantes de DXB clássica e intermediária. Ademais, 
Friedrich et al. (2012), relatam um modelo animal utilizando morfolinos 
com mutação no gene E2, possuindo dessa forma, alterações 
semelhantes as encontradas na Doença da Urina do Xarope do Bordo.  
 
1.13.2 Modelo animal com peixe-zebra na pesquisa 
 
O peixe-zebra (Danio rerio) consiste em um pequeno teleósteo, 
medindo entre 3 a 4 cm, de água doce, pertencente à família Cyprinidae. 
Tal animal vem sendo amplamente utilizado como modelo experimental 
em diversas áreas do conhecimento, como genética e genômica, 
teratologia, biologia do desenvolvimento, comportamento e toxicologia 
(Vascotto et al., 1997). Este peixe apresenta características favoráveis 
como pequeno espaço requerido para manutenção, rápido 
desenvolvimento e grande prole (Lele e Krone, 1996). Ademais, os 
grandes segmentos dos cromossomos do peixe-zebra estão em sintonia 
com os cromossomos humanos e dos camundongos, sendo que muitos 
genes apresentam um alto grau de similaridade, quando analisado em 
sua sequência (Barbazuk et al., 2000). Em 2001, o Instituto Sanger 
iniciou o sequenciamento do genoma total do peixe-zebra, observando 
uma homologia de aproximadamente 70-80% com o genoma humano 
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(Stern e Zon, 2003). Ademais, o genoma mitocondrial já está 
sequenciado, servindo de base para estudos filogenéticos (Broughton et 
al., 2001).  
O peixe-zebra vem se tornando um animal complementar aos 
roedores, principalmente para estudos translacionais em larga escala. 
Observa-se seu uso em estudo das bases moleculares da neurobiologia, 
auxiliando na identificação de genes envolvidos na formação de 
circuitos neuronais, no comportamento e nos mecanismos envolvidos na 
neuropatogênese (Barbazuk et al., 2000; Goldsmith, 2004; Guo, 2004; 
Gerlai et al., 2006; Lieschke e Currie, 2007; Ebarasi et al., 2011). Seu 
sistema de absorção de componentes diretamente da água pelas suas 
brânquias, leva ao acúmulo de substâncias em diferentes tecidos, dentre 
os quais o SNC (Grosell e Wood, 2002; Blank et al., 2009; Froehlicher 
et al., 2009; Yang et al., 2009).  
Identificaram-se e descreveram-se diversos sistemas de 
neurotransmissão amplamente estudados em mamíferos em peixe-zebra, 
como o colinérgico (Behra et al., 2002), dopaminérgico (Boehmler et 
al., 2004), GABAérgico (Kim et al., 2004), glutamatérgico (Edwards e 
Michel, 2002), histaminérgico (Kaslin e Panula, 2001), serotoninérgico 
(Rink e Guo, 2004) e purinérgico (Kucenas et al., 2003; Rico et al., 
2003; Senger et al., 2004; Rosemberg et al., 2010; Savio et al., 2012; 
Vuaden et al., 2016).  
Além disso, o modelo animal utilizando peixe-zebra em Erros 
Inatos de Metabolismo vem sendo empregado, como se percebe num 
estudo de Friedrich et al. (2012), onde usaram morfolinos para avaliação 
de mutação no gene E2, anormalidades no SNC, disfunção motora e 
níveis aumentados de AACR, percebendo aspectos moleculares, 
bioquímicos, celulares e comportamentais semelhantes aos indivíduos 
acometidos pela Doença da Urina do Xarope do Bordo. Observou-se 
ainda que os animais apresentavam mecanismos semelhantes que 
regulam o metabolismo de aminoácidos de cadeia ramificada. Já Vuaden 
et al. (2016), descreveram um modelo de Hipermetioninemia, 
analisando a captação de glutamato e a hidrólise de nucleotídeos.  
Diante disso, busca-se desenvolver e validar um modelo 
quimicamente induzido da Doença da Urina do Xarope do Bordo, 
avaliando as concentrações de AACR e parâmetros de estresse 
oxidativo, contribuindo dessa forma, para um melhor entendimento da 
utilização do peixe-zebra em pesquisas futuras, além de contribuir para 





Estudos indicam que pacientes com DXB apresentam danos 
cerebrais e comportamentais, onde alterações dos níveis de aminoácidos 
de cadeira ramificada e estresse oxidativo, por exemplo, possam estar 
envolvidos nos mecanismos fisiopatologicos. Entretanto, mais estudos 
são necessários para uma explicação satisfatória para os sintomas que 
acomentem pacientes com DXB. Dessa forma, levando-se em 
consideração que o peixe-zebra vem sendo utilizado em estudos 
translacionais em larga escala, torna-se necessário desenvolver e validar 
um novo modelo animal, quimicamente induzido, semelhante à Doença 
da Urina do Xarope do Bordo em peixe-zebra, por meio da avaliação 
das concentrações de aminoácidos de cadeia ramificada, em tecido 
cerebral, e por meio de parâmetros de estresse oxidativo, onde suas 
alterações são encontradas tanto em pacientes afetados, como em 
modelos animais com ratos. Assim, pretendeu-se melhor compreender a 
complexidade da fisiologia celular e molecular envolvida em torno dos 
danos neuroquímicos, relacionados aos altos níveis de aminoácidos de 
cadeia ramificada e seus respectivos α-cetoácidos. Ademais, almejou-se 
contribuir para a análise de estresse oxidativo, buscando melhor 
compreender as alterações causadas nesse, uma vez que há uma escassez 
de explicações satisfatórias para as alterações dos danos neurológicos 






2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver e validar um modelo quimicamente induzido da 
Doença da Urina do Xarope do Bordo em peixe-zebra.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Avaliar as concentrações de aminoácidos de cadeia ramificada 
necessária para a indução de um modelo semelhante à Doença da Urina 
do Xarope do Bordo em peixe-zebra; 
- Avaliar os efeitos da administração de aminoácidos de cadeia 
ramificada sobre parâmetros antioxidantes, por meio dos níveis de 
sulfidrila em um modelo semelhante à Doença da Urina do Xarope do 
Bordo em peixe-zebra;  
- Avaliar os efeitos da administração de aminoácidos de cadeia 
ramificada sobre espécies reativas não específicas pela oxidação da 
diclorofluoresceína DCFH em um modelo semelhante à Doença da 
Urina do Xarope do Bordo em peixe-zebra; 
- Avaliar os efeitos da administração de aminoácidos de cadeia 
ramificada sobre os marcadores de dano oxidativo, como os níveis de 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em um modelo 
semelhante à Doença da Urina do Xarope do Bordo em peixe-zebra; 
- Avaliar os efeitos da administração de aminoácidos de cadeia 
ramificada sobre a atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e 
catalase (CAT) em um modelo semelhante à Doença da Urina do 



















Os animais utilizados no experimento foram os peixes-zebra 
(Danio rerio) short-fin, provenientes do Departamento de Bioquímica da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O transporte ocorreu de 
forma terrestre e os animais foram acondicionados em bolsa plástica 
vedada e inflada com oxigênio. Após o transporte, os animais foram 
mantidos no Laboratório de Pesquisa da UNESC em local adequado 
para aclimatação por duas semanas antes do início dos experimentos. Os 
animais estiveram em local adequado, tendo um ciclo claro/escuro de 
14/10h, condições de salinidade, níveis de amônia e de condutividade 
adequados na água, alimentação duas vezes ao dia com paramécio a 
partir do 6° dia pós-fertilização (dpf) e temperatura de 28 °C ± 1. Os 
animais foram transferidos, após esse período, para aquários com 
filtração mecânica auto-limpante e limpeza automática de resíduos 
sólidos, sendo todos os parâmetros de qualidade da água devidamente 
controlados. Os aquários apresentaram densidade de um animal para 
cada 0,5 litro. Os procedimentos experimentais desse estudo estão de 
acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de 
Animais para Fins Científicos e Didáticos (CONCEA, 2013), sendo o 
projeto deste trabalho de pesquisa aprovado pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, 




Para o experimento foram utilizados sete grupos, sendo seis deles 
visando mimetizar modelos quimicamente semelhantes à pacientes com 
DXB e um grupo controle. Para isso foram utilizadas três doses 
diferentes do pool de aminoácidos de cadeia ramificada: 1,58 µL/g, 
15,80 µL/g e 158,0µL/g, além do grupo controle. Sendo assim, as 
exposições de 1 hora eram compostas pelos grupos com doses de 1,58 
µL/g, 15,80 µL/g e 158,0 µL/g do pool de aminoácidos de cadeia 
ramificada, sendo a mesma divisão de grupos para as exposições de 24 
horas. O mesmo grupo controle foi utilizado para os dois tempos, visto 
que não foram expostos a nenhuma substância.  Cada grupo de 
exposição ao pool de aminoácidos de cadeia ramificada foi composto 
por 36 animais, já contabilizando a mortalidade, enquanto que o grupo 
52 
controle teve um n total de 30 animais. No total foram utilizados 246 
peixes-zebra.  
 
3.3 MODELO DA DOENÇA DA URINA DO XAROPE DO BORDO 
 
O desenho experimental consistiu na administração de um 
tratamento de uma hora e 24 horas de exposições ao pool de 
aminoácidos de cadeia ramificada em três concentrações diferentes, para 
cada tempo de indução: 1,58 µL/g, 15,80 µL/g 158,0µL/g da solução 
contendo respectivamente 19,0 mM/L de Leucina, 5,9 mM/L de 
isoleucina e 6,9 mM/L de Valina; 190 mM/L de Leucina, 59 mM/L de 
isoleucina e 69 mM/L de Valina; 1900,0 mM/L de Leucina, 590 mM/L 
de isoleucina e 690 mM/L de Valina. O grupo controle não foi exposto 
ao pool de aminoácidos de cadeia ramificada. As presentes 
concentrações se assemelham as doses de modelos pré-estabelecidos em 
roedores de acordo com Bridi e colaboradores (2006). 
 Os animais tiveram seu conteúdo cerebral dissecado, após a 
eutanásia por tricaína dissolvida na água do aquário (160mg/L), para as 
análises neuroquímicas. As amostras foram armazenadas em 
eppendorfs, guardados em caixas específicas para armazenamento de 
material biológico, em um freezer a -80°C. Dessa forma, procedeu-se a 
determinação das concentrações dos AACR por CLAE, buscando-se 
saber se as concentrações encontradas nesse tecido condiziam com 
aquelas encontradas em pacientes humanos afetados pela doença e 



















Figura 2: Desenho esquemático representativo do protocolo 
experimental. Fonte: Do autor. 
 
3.4 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
A determinação de proteínas foi realizada através do método de 
Lowry e colaboradores (1951), utilizando-se albumina sérica bovina 
como padrão. 
 
3.5 ANÁLISES POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 
EFICIÊNCIA (CLAE) 
 
3.5.1 Preparo da amostra 
 
Para as determinações das concentrações dos AACR leucina, 
isoleucina e valina, foram utilizados um pool de tecido cerebral de dois 
peixe-zebras. Após a indução do experimento, eutanásia por tricaína 
dissolvida na água do aquário (160mg/L), e dissecação das amostras, as 
mesmas foram armazenadas em tubos do tipo eppendorfs. Assim, as 
amostras armazenadas em tubo de ensaio tipo eppendorf foram pesadas 
e homogeneizadas manualmente em solução de água ultrapura contendo 
metanol (8:2, v/v), sendo agitadas posteriormente em vórtex por 1 
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minuto. Após, realizou-se a centrifugação das amostras a 7800 g por 15 
min, a 4°C, sendo o sobrenadante coletado e armazenado a -20 °C até a 
derivatização (Silva et al., 2009; Rodrigues, 2012). 
 
3.5.2 Preparo da solução padrão 
 
Para o preparo da solução padrão, diluíram-se os aminoácidos em 
água ultrapura contendo metanol (8:2, v/v) na concentração de 10 mM, 
utilizando para isso, metanol grau CLAE. Posteriormente, o pH foi 
ajustado para 9 por meio da solução de NaOH 2,5 M preparada em água 
Milli-Q. Estas soluções foram estocadas e armazenadas a - 20 °C. As 
soluções de trabalho apresentavam concentração final de 1 mM, sendo 
preparadas a partir da solução estoque (Rodrigues, 2012). 
 
3.5.3 Preparo da solução de derivatização 
  
Para a solução derivatizante (Prestes et al., 2007), utilizaram-se 
4,4 g de hidróxido de potássio p.a.; 5,0 g de ácido bórico p.a.; 0,04 g de 
ortoftaldeído (P0657 Sigma-Aldrich), sendo os reagentes dissolvidos em 
300 μL de metanol, 300 μL de β-mercaptoetanol em quantidade 
suficiente para volume de 100 mL de água Milli-Q, obtendo-se solução 
com pH 11. Para 200 μL de amostra ou solução padrão, foram 
adicionados 100 μL de solução derivatizante. Foram cronometrados 2 
minutos de reação, e adicionaram-se 50 μL de ácido acético glacial 5% 
(Perucho et al., 2015). 
 
3.5.4 Condições cromatográficas 
 
A coluna utilizada trata-se da Ascentis® C18 (25 cm x 2.1 mm 5 
μm; Supelco®, USA) com  temperatura na unidade CTO-20A de 40°C. 
A composição da fase móvel utilizada foi com acetato de sódio 50 mM, 
pH 7,2, contendo 1% (v/v) de acetona; e acetato de sódio 100 mM: 
acetonitrila: metanol: acetona (46:43:10:1, v/v), pH 7,2. O sistema de 
eluição foi gradiente, sendo o fluxo de bombeamento da fase móvel de 
0,250 mL/min. A determinação foi realizada pela unidade SPD-20A, 






3.6 ANÁLISES DE ESTRESSE OXIDATIVO 
 
3.6.1 Preparo das Amostras 
 
            Após a indução do experimento, eutanásia por tricaína 
dissolvida na água do aquário (160mg/L), e dissecação das amostras, as 
mesmas foram armazenadas em tubos do tipo eppendorfs para a 
avaliação do estresse oxidativo, sendo os conteúdos cerebrais mantidos 
a - 80 °C até o momento da realização das avaliações. 
 
3.6.2 Dosagem do conteúdo de sulfidrilas 
 
Determinou-se o conteúdo de sulfidrilas de acordo com Aksenov 
e Markesbery (2001),sendo o princípio do método baseado na redução 
do reagente de cor DTNB por tióis, gerando  o ânion 2-nitro-5-
tiobenzoato (TNB2-). Dessa forma, as amostras foram homogeneizadas 
na proporção 1:10, em tampão fosfato de sódio 20 mM + KCl 140 mM 
pH 7,4. Posteriormente, centrifugou-se o homogenato a 3500 rpm por 10 
minutos a 4ºC. Em uma placa de Elisa, preprarou-se o branco para cada 
amostra, bem como, um branco reagente. Sendo assim, pipetaram-se 12 
µL de amostra e 238 µL de Tampão PBS com EDTA 1 M no branco 
amostra, 242,9 µL Tampão PBS com EDTA 1 M e 7,1 µL no branco 
reagente, e utilizaram-se 12 µL de amostra, 230,9 µL de Tampão PBS 
com EDTA 1 M e 7,1 µL de DTNB, para a determinação dos conteúdo 
das sulfidrilas. Após pipetar o DTNB, deixou-se a placa em temperatura 
ambiente, protegida da luz, por 30 minutos. Seguiu-se a leitura em 
espectrofotômetro a 412 nm. Os resultados foram expressos em nmols 
de TNB/mg de proteína.  
 
 
3.6.3 Medida da oxidação de 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH) 
 
A produção de espécies reativas foi determinada de acordo com 
método de LeBel et al. (1992). Dessa forma, amostras foram 
previamente homogeneizadas, adicionadas diacetato do DCF, sendo as 
alíquotas incubadas durante 30 minutos à 37 ºC.No meio intracelular, 
esterases clivam o grupamento acetato do DCFH-DA, gerando a forma 
reduzida DCFH. Dessa forma, espécies reativas de oxigênio realizam a 
oxidação de dois elétrons de DCFH, produzindo o produto fluorescente 
2’,7’-diclofluoresceína (DCF) (Tampo et al.,2003; Lee et al.,2009). A 
fluorescência foi determinada utilizando comprimentos de onda de 488 
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nm (excitação) e 525 nm (emissão), sendo a curva de calibração 
realizada utilizando-se DCF padrão (0-10 µM). Os resultados foram 
expressos como µmol de DCF.mg de proteína. 
 
3.6.4 Medida dos níveis de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBA-RS) 
 
Para analisar os níveis de TBA-RS, as amostras foram 
homogeneizadas na proporção 1:10, em tampão fosfato de sódio 20 mM 
+ KCl 140 mM pH 7,4. Seguiu-se com a centrifugação do homogenato a 
3500 rpm por 10 minutos a 4ºC. Pipetaram-se 100 µL de amostra, 
acrescentando-se 200 µL de TCA 10% e 300 de TBA 0,67% em cada 
tubo do tipo eppendorf. Posteriormente, cobriram-se os mesmos com 
papel alumínio e levou-se ao banho-maria fervente por duas horas. Após 
esse período, deixou-se esfriar as amostras e então se adicionou 400 µL 
de butanol. Em seguida, passou-se cada tubo do tipo eppendorf em 
vórtex por exatos 20 segundos, seguidos de centrifugação a 5000 rpm 
por 3 minutos.  Pipetou-se a fase superior, de cor rosa, em cubetas para 
realizar a leitura em fluorímetro, com medidas excitação em 515 nm e 
emissão 553 nm. A curva de calibração foi feita com concentração de 0 
à 6 nmol/m, utilizando-se solução B, tampão de homogeneização, TCA 
10% e TBA 0,67%.  Os resultados foram expressos como nmol de 
equivalentes de malondialdeído.mg de proteína (Esterbauer e 
Cheeseman, 1990, Yagi 1998). 
 
3.6.5 Atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 
 
Iniciou-se a determinação da atividade da Superóxido Dismutase 
(SOD), homogeneizando as amostras na proporção 1:10, em tampão 
fosfato de sódio 20 mM + KCl 140 mM pH 7,4. Em seguida, 
centrifugou-se o homogenato a 3500 rpm por 10 minutos a 4ºC, sendo o 
sobrenadante armazenado. Em uma placa de Elisa, pipetaram-se 190 µL 
de tampão glicina e 5 µL de catalase no branco; 5 µL de amostra, 185 
µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para a primeira amostra; 10 µL 
de amostra, 180 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase para a segunda 
amostra; 15 µL de amostra, 175 µL de tampão glicina e 5 µL de catalase 
para a terceira amostra, sendo assim, uma leitura em triplicada de cada 
amostra. Realizou-se em seguida a leitura pontual em espectrofotômetro 
a 480 nm. Em seguida, pipetou-se 5 µL de adrenalina em todos os 
poços.  Posteriormente, realizou-se uma nova leitura em 
espectrofotômetro a 412 nm durante 20 minutos, com leitura de 40 em 
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40 segundos. A atividade da enzima expressa foi expressa em U/mg de 
proteína (unidade de atividade da SOD por mg de proteína) (Bannister e 
Calabrese, 1987). 
 
3.6.6 Atividade da Catalase (CAT) 
 
A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com 
Aebi (1984). Os conteúdos cerebrais foram homogeneizados na 
proporção 1:10, em no tampão fosfato de sódio 20 mM + KCl 140 mM 
ph 7,4. Em seguida, realizou-se a centrifugação a 3500 rpm por 10 
minutos a 4ºC, sendo o sobrenadante coletado. Zerou-se o equipamento 
com 620 µL de branco. Em seguida, pipetaram-se 50 µL de amostra e 5 
µL de triton 10% em tubos do tipo eppendorf. Agitaram-se os tubos em 
vórtex, deixando-os em gelo por 15 minutos para liberação da catalase. 
Posteriormente, pipetaram-se 20 µL de amostra em cubetas de quartzo e 
600 µL do meio, sendo a leitura feita por espectrofotômetro a 240 nm 
durante 3 minutos de 30 em 30 segundos. A atividade da CAT foi 
expressa em U/mg de proteína (unidade de atividade da CAT por mg de 
proteína). 
 
3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Após coletados os dados, os mesmos foram organizados no 
programa IBM Statistical Package for the Social Science for Windows 
(SPSS), versão 22.0. Os dados são expressos como média ± desvio 
padrão, considerando os valores de p ≤ 0,05 como significativos. Para a 
avaliação da distribuição das variáveis quanto à normalidade, aplicou-se 
o teste de Shapiro-Wilk, sendo a homogeneidade das variâncias 
verificada através da aplicação do teste de Levene. Os parâmetros de 
atividade enzimática e concentração de aminoácidos foram analisados 
por meio da análise de variância de uma via ANOVA, considerando p ≤ 
0,05, seguido de teste de Tukey como post hoc. Para a construção dos 
gráficos deste estudo, utilizou-se o software GraphPad Prism, versão 
7.03.  
 
3.8 LOCAL DE REALIZAÇÃO 
 
Este projeto foi desenvolvido no Laboratório de Bioenergética e 
Laboratório de Sinalização Neural e Psicofarmacologia da Universidade 
do Extremo Sul Catarinense, onde foram realizados os procedimentos 
que envolvem a indução do modelo animal e análises de estresse 
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oxidativo.  As determinações das concentrações dos aminoácidos de 
cadeia ramificada foram realizadas com o apoio do Laboratório 
Multiusuários do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde 
(MULTILAB).  
 
3.9 CÁLCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA 
 
A média e o desvio padrão utilizados no cálculo do número 
amostral usados neste projeto, baseiam-se em estudos prévios realizados 
pelo grupo de pesquisa de apoio, levando em conta o tipo de material 
trabalhado em questão e sua maior variabilidade entre os indivíduos. 
Dessa forma, necessita-se de um número adequado de tamanho amostral 
e desvio padrão, dependendo da variável estudada, para assim podermos 
confiar nos resultados e na significância das diferenças estatísticas. 
Percebe-se que estudos que realizam técnicas neuroquímicas em peixe-
zebra utilizam n entre 4 e 6 animais (Rico et al., 2010) sendo utilizado 
um pool cerebral de 2 à 5 animais para verificação das análises 
bioquímicas. Conforme estimativa realizada através do auxílio do 
software Minitab15 e considerando os grupos submetidos à exposição 
de altos níveis de aminoácidos de cadeia ramificada, mais um grupo 
controle e uma estimativa de mortalidade 20% para as técnicas 
experimentais distintas que requerem a eutanásia do animal, foram 
necessários 246 animais (Tabela 2). 
 




































CLAE 12 12 12 12 12 12 12 84 
Estresse 
oxidativo 
18 18 18 18 18 18 18 126 
Mortalida
de 
6 6 6 6 6 6 - 36 
Total        246 






4.1 ANÁLISES DAS CONCENTRAÇÕES DE AMINOÁCIDOS DE 
CADEIA RAMIFICADA  
 
Inicialmente, apontaram-se as concentrações de aminoácidos de 
cadeia ramificada em todas as doses e tempos de indução, em tecido 
cerebral de peixe-zebra, através da cromatografia líquida de alta 
eficiência (figura 3). Verifica-se que a dose com de 158,0µL/g, nas 
exposições de 24 horas, foi capaz de aumentar as concentrações dos 
aminoácidos de cadeia ramificada em tecido cerebral de peixe-zebra de 
forma significativa, quando comparados aos grupos controles.  
  
 
Figura 3: Determinação das concentrações de aminoácidos de cadeia 
ramificada, em tecio cerebral de peixe-zebra, separada por tipo de 
aminoácidos, nas diferentes doses empregadas. Os dados são expressos 
para uma média de 6 pool de tecido cerebral. *p<0,05 comparado ao 
grupo controle (ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey). 
 
A figura 4 relata os níveis dos aminoácidos de cadeia ramificada, 
em tecido cerebral de peixe-zebra, de acordo com os grupos (doses) 
utilizados no experimento. Nota-se que as exposições de 24 horas, na 
dose de 158,0µL/g, aumentaram os níveis dos aminoácidos analisados 






Figura 4: Determinação das concentrações de aminoácidos de cadeia 
ramificada, em tecio cerebral de peixe-zebra, separados por grupos 
(doses).   Os dados são expresos para uma média de 6 pool de tecido 
cerebral. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via 
seguido de post hoc de Tukey). 
 
4.2 ANÁLISES DAS TÉCNICAS DE ESTRESSE OXIDATIVO 
 
Averigaram-se os efeitos das exposições de 1 hora e 24 horas aos 
aminoácidos de cadeia ramificada sobre parâmetros de estresse 
oxidativo, por meio do conteúdo de sulfidrilas, oxidação de DCFH, 
TBA-RS, SOD e CAT. 
 
4.2.1 Efeitos das exposições aos aminoácidos de cadeia ramificada 
sobre o conteúdo de sulfidrilas em tecido cerebral de peixe-zebra. 
 
Avaliaram-se os efeitos das exposições de 1 hora e 24 horas aos 
aminoácidos de cadeia ramificada sobre o conteúdo de sulfidrilas, em 
tecido cerebral de peixe-zebra. Observa-se na figura 5, que a exposição 
aos aminoácidos de cadeia ramificada não produziu alterações 
significativas nos conteúdos de sulfidrilas, quando comparado ao grupo 
controle, tanto nas exposições de 1 hora, quanto nas exposições de 24 








Figura 5: Efeito das exposições de 1 hora e 24 horas aos aminoácidos de 
cadeia ramificada sobre o conteúdo de sulfidrilas em tecido cerebral de 
peixe-zebra. Os dados são expressos como média ± desvio padrão da 
média para 6 pool de tecido cerebral. *p<0,05 comparado ao grupo 
controle (ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey). 
 
4.2.2 Efeitos das exposições aos aminoácidos de cadeia ramificada 
sobre a oxidação de DCFH em tecido cerebral de peixe-zebra. 
 
Ao analisar os efeitos das exposições de 1 hora aos aminoácidos 
de cadeia ramificada sobre os níveis de oxidação de DCFH (figura 6), 
nota-se que não houve alterações significativas, quando se compara as 
diferentes doses ao grupo controle. Entretanto, observa-se alteração 
significativa dos efeitos das exposições de 24 horas aos aminoácidos de 
cadeia ramificada sobre os níveis de oxidação de DCFH na dose de 

















Figura 6: Efeitos das exposições 1 hora e 24 horas aos aminoácidos de 
cadeia ramificada sobre a oxidação de DCFH em tecido cerebral de 
peixe-zebra. Os dados são expressos como média ± desvio padrão da 
média para 6 pool de tecido cerebral. *p<0,05 comparado ao grupo 
controle (ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey). 
 
4.2.3 Efeitos das exposições aos aminoácidos de cadeia ramificada 
sobre níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-
RS) em tecido cerebral de peixe-zebra. 
 
Avaliando os efeitos das exposições de 1 hora aos aminoácidos 
de cadeia ramificada sobre os níveis de ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), 
em tecido cerebral de peixe-zebra, observa-se que aminoácidos de 
cadeia ramificada não produziram alterações significativas nos níveis de 
TBA-RS, quando comparado ao grupo controle (figura 7). Contudo, 
ocorrem alterações significativas dos níveis de ácido tiobarbitúrico 
(TBA-RS), quando se averiguam os efeitos das exposições de 24 horas 
aos aminoácidos de cadeia ramificada em tecido cerebral de peixe-zebra. 
Verifica-se na figura 7, que a exposição aos aminoácidos de cadeia 
ramificada, induz um aumento significativo nos níveis de TBA-RS em 
tecido cerebral de peixe-zebra, na dose de 158,0 µL/g, quando 











Figura 7: Efeitos das exposições de 1 hora e 24 horas aos aminoácidos 
de cadeia ramificada sobre níveis de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBA-RS) em tecido cerebral de peixe-zebra. Os dados 
são expressos como média ± desvio padrão da média para 6 pool de 
tecido cerebral. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma 
via seguido de post hoc de Tukey). 
 
4.2.4 Efeitos das exposições aos aminoácidos de cadeia ramificada 
sobre a atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) e catalase 
(CAT) em tecido cerebral de peixe-zebra. 
 
Observaram-se os efeitos das exposições de 1 hora e 24 horas aos 
aminoácidos de cadeia ramifcicada sobre a atividade enzimática da SOD 
e da CAT em tecido cerebral de peixe-zebra (figura 8). Nenhuma 
alteração significativa ocorreu sobre as atividades enzimáticas de SOD 
(figura 8A), bem como sobre os níveis de CAT (figura 8B) nas 
exposições de uma hora aos aminoácidos de cadeira ramificada, quando 
comparado ao grupo controle. Ao verificar os efeitos das exposições de 
24 horas aos aminoácidos de cadeia ramificada sobre a atividade 
enzimática da SOD (Figura 8A) e da CAT (Figura 8B) em tecido 
cerebral de peixe-zebra, percebe-se que a única alteração significativa 
ocorreu entre as doses de 1,58 µL/g e 15,8 µL/g na atividade da CAT, 
nas exposições de 24 horas (figura 8B), não apresentando alteração 
significativa quando comparado ao controle.  Percebe-se na figura 8C, 
que a relação entre a atividade de SOD e atividade de CAT, apresenta 
alteração significativa na dose de 158,0 µL/g, quando exposto aos 
aminoácidos de cadeia ramificada por 1 hora, quando comparado ao 












Figura 8: Efeitos das exposições de 1 hora e 24 horas aos aminoácidos 
de cadeia ramificada sobre a atividade enzimática da superóxido 
dismutase (SOD) (A), da catalase (CAT) (B), e razão entre as atividades 
de CAT/SOD, em tecido cerebral de peixe-zebra. Os dados são 
expressos como média ± desvio padrão da média para 6 pool de tecido 
cerebral. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via 






















A Doença da Urina do Xarope do Bordo (DXB) é decorrente da 
deficiência da atividade do complexo α-cetoácido desidrogenase de 
cadeia ramificada (CDCCR), sendo caracterizada pelo acúmulo tecidual 
dos aminoácidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina, além 
dos seus respectivos α-cetoácidos e hidroxiácidos correspondentes 
(Meister, 1965; Chuang e Shih, 2001, Harris et al., 2004). Percebe-se em 
pacientes acometidos com DXB, sem o tratamento da restrição dietética, 
que os níveis plasmáticos de leucina atigem até 5 mM, enquanto a 
isoleucina e a valina atingem 1 mM (Chuang e Shih, 2001). Elevações 
dos aminoácidos de cadeia ramificada são relatadas tanto plasma como 
no fluído cerebrospinal, de pacientes com a doença (Vatanavicharn et 
al., 2012).  
Estudos anteriores demonstram elevações dos aminoácidos de 
cadeia ramificada nos modelos animais empregados. Mormente, 
relataram-se casos de DXB em bezerros da raça Poll Hereford. Nesse 
caso, as maiorias dos bezerros nascem afetados ou com disfunção 
neurológica, sugerindo alterações metabólicas pré-natais (Harper et al., 
1986; Dodd et al., 1992). Observaram-se também um modelo de 
camundongo com uma deficiência enzimática semelhante à DXB 
humana, porém com elevações de arginina, glicina e níveis de valina 
superiores à leucina e isoleucina (Morton et al., 2002). Em um modelo 
agudo quimicamente induzido de DXB em ratos de 10 dias de idade, os 
mesmos apresentam perfil de aminoácidos semelhante aos níveis 
plasmáticos dos pacientes não tratados (Morton et al., 2002).   
Bridi et al. (2006) descreveram um modelo animal para DXB, 
observando um aumento significativo das concentrações plasmáticas de 
leucina, isoleucina e valina em ratos de 10 e 30 dias de idade.  Ademais, 
verificaram-se uma redução significativa, concomitante, nas 
concentrações plasmáticas de metionina, fenilalanina, tirosina, histidina, 
alanina, lisina e ornitina em ratos de 10 dias de idade e de metionina, 
fenilalanina, tirosina, triptofano e ornitina em ratos com 30 dias de 
idade. Observaram-se ainda, concentrações significativamente 
aumentadas de leucina, isoleucina e valina alcançados em ratos de 10 
dias em todos os momentos, embora não significativamente, aos 30 
minutos, enquanto que não foram observadas diferenças nas 
concentrações cerebrais de AACR em ratos de 30 dias, refletindo uma 
maior eficácia da barreira hematoencefálica nesta idade.  
Mescka et al. (2016) relatam, em um modelo crônico induzido 
quimicamente de DXB com ratos Wistar, adaptado de Bridi et al. 
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(2006), aumento significativo das concentrações de leucina, isoleucina e 
valina no plasma e do cérebro de ratos. Assim, os níveis médios de 
AACR foram 592 e 135 μmol / L para leucina, 235 e 78 μmol / L para 
isoleucina e 378 e 96 μmol / L para valina, no plasma e cérebro, 
respectivamente. Todavia, observou-se níveis plasmáticos de 111 μmol / 
L de leucina, 65 μmol / L de isoleucina e 109 μmol / L de valina em 
plasma, enquanto que 62 μmol / L de leucina, 45 μmol / L de isoleucina 
e 57 μmol de valina, observados nos cérebros de ratos do grupo 
controle. 
Observamos na terceira dose, de 158,0 µL/g, na exposição de 24 
horas, que os níveis leucina, isoleucina e valina aumentaram 
significativamente em tecido cerebral de peixe zebra. Na presente 
investigação, os peixes-zebra apresentam atividade CDCCR normal, 
com níveis de outros aminoácidos, bem como, α-cetoácidos, dentro da 
normalidade. Dessa forma, tais resultados evidenciados, são possíveis 
pela exposição dos mesmos nas águas dos aquários. Ressalta-se que 
Friedrich et al. (2012), demonstraram que morfolinos para DXB, 
apresentaram também níveis aumentados dos AACR.  
Estudos vêm indicando a relação do acúmulo de aminoácidos de 
cadeia ramificada com alterações de parâmetros de estresse oxidativo na 
DXB, observando aumento na produção de espécies reativas e uma 
diminuição das defesas antioxidantes. Rieger et al. (2017) descreveram 
que a administração de leucina, em ratos Wistar, acarretou no aumentou 
significativamente do teor de sulfidrilas no córtex cerebral e no 
hipocampo, sendo que a coadministração de creatina e piruvato, 
impediram tais danos. Analisou ainda os coeficientes de correlação de 
Spearman entre a oxidação de DCFH e o teor total de sulfidrila, 
sugerindo que a alteração do teor de sulfidrila pode ocorrer devido à 
oxidação dos grupos tiol por espécies reativas. Dessa forma, sugere-se 
que espécies reativas reagem com ligações dissulfureto (SS) em 
proteínas, sendo teor de proteína sulfidrila um índice de oxidação de 
proteínas (Stadtman e Levine 2003).   
Nenhuma diferença significativa foi observada nos níveis de tiol 
nativo (-SH), tiol total (-SH + S-S-) e dissulfureto (-S-S), em um estudo 
de Zubarioglu et al. (2017). Além disso, nenhum aumento significativo 
das proporções de tiol e disulfureto / tio total de dissulfureto / nativo foi 
detectado no grupo de pacientes, assim como não ocorreu aumento de 
dissulfureto / tiol nativo e dissulfureto / tiol total (Zubarioglu et al., 
2017). Percebemos resultados semelhantes em nosso estudo, onde as 
exposições de 1 hora e 24 horas aos aminoácidos de cadeia ramificada 
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não foram capazes de acarretarem em alterações significativas dos 
conteúdos de sulfidrilas.  
Também não foi percebido alterações significativas ao verificar 
os efeitos das exposições de 1 hora aos aminoácidos de cadeia 
ramificada sobre os níveis de oxidação de DCFH. Todavia, a dose de 
158,0 µL/g, durante as exposições de 24 horas aos aminoácidos de 
cadeia ramificada, foi capaz de aumentar significativamente a oxidação 
de DCFH em tecido cerebral de peixe-zebra. Tal técnica é utilizada na 
investigação do papel das espécies reativas de oxigênio em mecanismos 
de neurotoxicidade, onde variedades de neurotoxicantes aumentam a 
oxigenação de DCFH. Dessa forma, esses agentes envolvem a indução 
de peroxidase, em resposta a um estresse oxidativo, induzindo 
diretamente a oxidação de DCFH (Lebel et al.,1992). Relatou-se que a 
administração de leucina aumentou a formação de espécies reativas no 
em tecido cerebral, em torno de 11%, quando comparado ao grupo 
controle, sendo que a coadministração de creatina mais piruvato, 
impediram a formação de espécies reativas em um estudo de Rieger et 
al. (2017). Percebe-se ainda, em Mescka et al. (2016), que a produção de 
DCF no córtex cerebral foi aumentada pela administração de AACR, 
sendo a L-carnitina capaz de reduzir as espécies reativas produzidas pelo 
modelo de DXB utilizado.  
Níveis de ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), quando averiguado os 
efeitos das exposições de 24 horas aos aminoácidos de cadeia ramificada 
em tecido cerebral de peixe-zebra, na dose de 158,0 µL/g, monstraram-
se significamente aumentados, quando comparados ao grupo controle, 
indicando um aumento da peroxidação lipídica. Ressalta-se que o TBA-
RS reflete o conteúdo de malondialdeído, o aldeído individual mais 
abundante resultante da degradação de lipídios, decorrente da 
peroxidação lipídica (Esterbauer e Cheeseman, 1990). Assim, a 
superprodução de radicais livres de oxigênio e nitrogênio leva a maiores 
níveis de TBA-RS (González-Flecha et al., 1991; Halliwell e 
Gutteridge, 2001). 
Alterações dos níveis de TBA-RS em DXB já foram relatadas em 
outros estudos. Níveis aumentados de TBARS são encontrados em 
plasma de pacientes com DXB (Barschak et al., 2009). Relatam-se que 
os aminoácidos, cetoácidos e hidroxiácidos acumulados na DXB, 
estimulam um grau variável dos parâmetros in vitro de peroxidação 
lipídica, quando testados em homogeneizados de cérebro de ratos 
(Fontella et al., 2002). Obvservam-se aumento dos níveis plasmáticos 
TBAR-RS, assim como uma diminuição da reatividade antioxidante 
total (TAR), refletindo uma capacidade deficiente para modular o dano 
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associado ocasionado (Barschak et al.,2006; Barschak et al., 2008a; 
Barschak et al., 2008b). 
Demonstrou-se que a administração de leucina aumentou 
significativamente o TBA-RS em córtex cerebral (Bridi et al., 2003), 
sendo que a coadministração de creatina mais piruvato, impediram a 
formação de espécies reativas (Rieger et al.,2017). Mostrou-se ainda, 
que a administração de CIC acarretou em um aumento da oxidação 
lipídica em homogeneizados cerebrais (Bridi et al., 2005a; Taschetto et 
al.,2017). Assim, percebe-se ainda, que a administração aminoácidos de 
cadeia ramificada acarretou em um aumentou significativo dos níveis de 
TBARS, em tecido cerebral, em relação ao grupo controle, sendo tais 
efeitos evitados pelo tratamento com L-carnitina. O benifiício da L-
cartinina foi também observado em plasma de pacientes com DXB, 
tratados com uma dieta restrita a proteínas e fórmula de aminoácido sem 
AACR (Mescka et al.,2011; Mescka et al., 2013; Mescka et al., 2016).  
Por fim, verificaram-se as atividades das enzimas superóxido 
dismutase (SOD) e catalase (CAT), em tecido cerebral de peixe-zebra, 
nas exposições de 1 hora e 24 horas aos aminoácidos de cadeia 
ramificada. Percebe-se que não ocorreram alterações significativas sobre 
as atividades enzimáticas de SOD, bem como sobre os níveis de CAT, 
nas exposições de uma hora aos aminoácidos de cadeira ramificada, 
quando comparado ao grupo controle.  Alterações significativas foram 
observadas entres as doses de 1,58 µL/g e 15,80 µL/g nas exposições de 
24 horas aos aminoácidos de cadeia ramifcicada, sugerindo uma respota 
adaptativa em relação à dose e tempo, porém não ocorrendo alterações 
significativas em relação ao grupo controle.  Entretanto, percebe-se que 
a relação entre a atividade de SOD e atividade de CAT, apresenta 
alteração significativa na dose de 158,0 µL/g, quando exposto aos 
aminoácidos de cadeia ramificada por 1 hora, quando comparado ao 
grupo controle.    
Estudos prévios indicam que a administração de AACR foi capaz 
de aumentar a atividade da CAT e diminuir a atividade de SOD, sendo 
que a coadministração de L-carnitina, capaz de reverter tais danos, em 
um modelo crônico com ratos Wistar (Mescka et al.,2016). Contudo, 
Mescka et al. (2011), em um modelo agudo da DXB, com ratos Wistar, 
relataram que a administração aguda do pool de aminoácidos de cadeia 
ramificada não alterou a atividade de SOD, sendo a atividade de CAT 
reduzidas no córtex cerebral, onde também, a L-carnitina impediu esse 
efeito inibitório. A não modificação dos níveis da atividade da SOD 
foram também descritas em estudos anteriores in vitro e eritrócitos de 
indivíduos afetados pela DXB (Bridi et al., 2005a; Bridi et al., 2005b; 
70 
Barschak et al., 2007). Já Rieger et al. (2017), em um modelo crônico, 
descrevem que a atividade de SOD foi significativamente diminuída no 
córtex cerebral pela administração de leucina, sendo a coadministração 
de creatina e piruvato, reverteram as alterações.  
Já Funchal et al. (2006), demonstram que a administração de CIC 
e CMV provocou uma atividade reduzida de SOD, sendo a atividade do 
CAT não modificada pelos metabolitos. Ademais, Taschetto et al. 
(2017), relatam que a administração de CIC aumentou 
significativamente a atividade de SOD, enquanto que a atividade do 
CAT foi diminuída quando analisados tecido cerebral de ratos.  
Sugere-se que o aumento na atividade SOD é gerado pela 
produção de ânions superóxido, favorecendo sua atividade, visto que o 
mesmo é o principal ativador alotérico. Assim, a produção de H2O2 
aumentada ocasionaria uma diminuição da atividade de catalase, já que 
quando exposta ao seu próprio substrato, H2O2, leva a mudanças na 
conformação enzimática (Halliwell e Gutteridge 2006; Kirkman e 
Gaetani, 2007). Ressalta-se que o excesso de superóxido dismutase pode 
levar à indução de lesões celulares, caso as células não forem capazes de 
metabolizar adequadamente H2O2 por catalase e peroxidase de GSH. 
Assim, o radical hidroxila altamente reativo possa ser formado a partir 
de H2O2 pela reação de Haber-Weiss/ Fenton, reagindo com grupos 
funcionais de tiol (Change et al., 1979; Halliwell 2011; Halliwell 2013). 
Portanto, pode-se presumir que os níveis aumentados de superóxido, 
H2O2 e outras espécies reativas causadas pela SOD mediada por AACR 
e pela inibição de GPx, poderiam levar à peroxidação lipídica e à 
redução de GSH encontrada em estudos anteriores (Lipinski, 2012; 
Mescka et al.,2016). 
Em vista que espécies reativas de oxigênio são capazes de oxidar 
diferentes moléculas, como por exemplo, llipídios, proteínas, açúcares e 
DNA, acarretando na morte celular (Halliwell, 1996; Halliwell e 
Gutteridge, 2007), indicamos que o excesso de aminoácidos de cadeia 
ramificada em tecido cerebral de peixe-zebra, é capaz de induzir o 
estresse oxidativo, por meio do aumento da peroxidação lipídica.   
Em suma, este é o primeiro estudo que analisa os efeitos das 
exposições de 1 hora e 24 horas aos aminoácidos de cadeia ramificada, 
relatando que em uma dose de 158,0 µL/g, em 24 horas, encontram-se 
elevações de leucina, isoleucina e valina, em tecido cerebral de peixe-
zebra. Mostramos ainda, que a mesma dose, no mesmo tempo, ocorre 
um aumento de espécies reativas, como observado pelo aumento da 
oxidação de DFCH e oxidação de lipídios, como se verifica nos níveis 
aumentados de MDA. Dessa forma, sugere-se que o modelo animal para 
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a Doença da Urina do Xarope do Bordo, utilizando peixe-zebra, pode 
vim a ser utilizado na pesquisa, permitindo melhor conhecer o perfil de 
toxicidade da exposição a aminoácidos de cadeia ramificada. Ademais, 
o estudo contribui para um melhor entendimento da utilização do peixe-
zebra em futuras investigações e estratégias relacionadas a estudos 
fisiopatológicos envolvidos em condições em que se tem uma grande 





































Perante aos objetivos iniciais propostos por esta dissertação, 
conclui-se que a exposição aos aminoácidos de cadeia ramificada, em 
uma dose de 158,0 µL/g, por 24 horas, é capaz de ocasionar um 
acúmulo significativo de leucina, isoleucina e valina, quando 
comparados ao grupo controle.   Ademais, verificou-se a ocorrência de 
estresse oxidativo por meio do aumento de espécies reativas e da 
peroxidação lipídica, em tecido cerebral de peixe-zebra, quandos os 
mesmos eram expostos por 24 horas a uma dose de 158,0 µL/g do pool 
de aminoácidos. Destarte, tais achados contribuem na melhor 
compreensão dos mecanismos relacionados à toxicidade dos 
aminoácidos de cadeira ramificada, contribuindo para a caracterização 
de um novo modelo animal para a Doença da Urina do Xarope do 
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